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論文内容要旨
 【目的】
 Henleの細い上行脚(ATL)におけるCl一の輸送にはこの部位の細胞内pH(pH・)が重要な役
 割を果たすことが示唆されている。pH感受性蛍光色素である2',T-bis(carboxyethyl)一5(6)一
 carboxyfluorescein(BCECF)を用いてこの部位でのpHi調節機序を検討した。
 【方法彊
 ゴールデンハムスターをベントバルビタール麻酔下で腎臓を摘出後,Henleの細い上行脚を実
 体顕微鏡下に微小単離し,Henleの細い上行脚は倒立顕微鏡上でマニピュレーターを用いて微小
 灌流して,顕微蛍光法によりpH・の変化を観察した。BCECF/AMは2μmo1/1を浴液側の溶液
 中に加え,30分間incubation後洗い流した上で,さらに15分間定常状態としてpHiを測定し,
 電解質の置換や各種トランスポーターの阻害薬投与が与える影響について検討した。
 ζ結果】
 (1)pHIはリンゲル液で灌流した場合7.05±0.02(n=30),Hepes緩衝液で灌流した場合7.10±
 0.02(n=16)でCO・/HCO3除去状態の方が軽微ながら有意に高値であった(p<0.05)。
 (2)Hepes緩衝液で,溶液側よりNガを除去したとき,あるいは溶液側にNa+/H+逆輸送担体
 の阻害薬であるアミロライド(1mM)を加えたとき,1分後のpHlはそれぞれ0.12±0.03(n二
 6),0.11±0.02(n=5)低下した(p<0.02)。管腔側よりのNa+除去あるいは1mMアミロライ
 ド添加ではpH、に変化は見られなかった。
 (3)浴液側へのアミロライドは濃度依存性(0.0!-1mM)にATL細胞を酸性化した。
 (4)HT-ATPaseの阻害薬であるN-ethylmaleimaide(NEM,1mM)を管腔側あるいは浴液側
 へ添加したときpHlは変化しなかった。またKの管腔側あるいは浴液側よりの除去はpH・に影
 響を与えなかった。Na⊥/K+一ATPaseの阻害薬であるウワバイン(0.1mM)の浴液側への添加
 によってもpHiは変化しなかった。
 (5)NH4+による細胞内酸負荷後の酸排出速度は,対照で0.43±0.06unit/min(n=15)であっ
 たのに対し,浴液側のNa・を除去した場合0・05±0.02(n二5),浴液側に1mMアミロライドを
 加えた場合0.14±0.03(n=6)といずれも強く抑制された。
 (6)リンゲル液でも,1mMNEMは管腔側,浴液側いずれに添加してもpH・を変化させなかっ
 た。一方,浴液側への1mMアミロライドは有意にpH・を低下させた。
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 ζ結論】
 今回の検討により,アミロライド感受性Na+/H工逆輸送担体がATL細胞の基底膜側のみに存
 在し,このトランスポーターがATLの細胞内pHの調節に主要な役割を果たしていることが判
 明した。また,NEM感受性H⊥pumpやH+/K⊥ATPaseはATLの細胞内pH調節には関与し
 ていないと考えられる。
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 審査結果の要旨
 Henleの細い上行脚は腎の髄質内層にあり,水透過性がほとんどなく,NaC1の透過性は非常
 に高いという特徴をもち,水の移動を伴わずに尿の希釈を行っている。上行脚におけるCl一の
 輸送は特異的なCl一チャネルにより行われるが,これにはこの部位の細胞内pHが重要な役割を
 果たすことが示唆されている。本研究は,pH感受性色素であるBCECFを用いてこの部位での
 pH調節機序を検討したものである。
 ハムスターの腎臓を摘出し,Henleの細い上行脚を実体顕微鏡下に微小単離し,倒立顕微鏡上
 でマニュピレータを用いて微小灌流して,顕微蛍光法により細胞内pHの変化を観察した。これ
 により,電解質の置換や各種トランスポ一夕の阻害薬投与が与える影響について検討した。
 細胞内pHはリンゲル液で灌流した場合よりも,Hepes緩衝液で灌流し,CO、/HCO3除去状
 態の方が軽微ながら高値であった。Hepes緩衝液で,浴液側からNガを除去したとき,あるい
 は浴液側にNa・/H申逆輸送担体の阻害薬であるアミロライドを加えたとき,細胞内pHは低下
 した。管腔側からのNa+除去あるいはアミロライド添加ではpHに変化はみられなかった。
 浴液側へのアミロライド添加は濃度依存性に上行脚細胞を酸性化した。H+一ATPaseの阻害薬で
 あるN-ethylmaleimaide(NEM)を管腔側あるいは浴液側へ添加したとき細胞内pHは変化し
 なかった。またK†の管腔側あるいは浴液側からの除去は細胞内pHに影響を与えなかった。
 Na†/K+一ATPaseの阻害薬であるウワバインの浴液側への添加によっても細胞内pHは変化しな
 かった。NH、による細胞内酸負荷後の酸排出速度は,浴液側からNa+を除去した場合と,アミ
 ロライドを添加した場合とで,いずれも強く抑制された。リンゲル液で灌流し,NEMを管腔側,
 浴液側いずれに添加しても細胞内pHを変化させなかった。一方浴液側へのアミロライド添加は
 有意に細胞内pHを低下させた。
 これらの実験結果から,アミロライド感受性Na†/H+逆輸送担体が上行脚細胞の基底膜側の
 みに存在し,このトランスポ一夕が上行脚の細胞内pHの調節に主要な役割を果たしていること
 が判明した。
 本研究はHenleの細い上行脚におけるNガの輸送機構に関して,新しい事実を解明したも
 のであり,今後の腎での各種イオンやその他の物質の輸送に関して示唆を与えるものであり,医
 学博士の学位に値するものと考える。
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